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B schreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probeflussigkeit durch 
Agglutination, wobei man die Probeflussigkeit mit einem Agglutinationsreagenz und einer inerten Matrix in Kontakt 
5 bringt, die Reaktionsmischung dem Einwirken von Gravitation aussetzt und die Reaktion zwischen dem Analyten und 
dem Agglutinationsreagenz bestimmt. Weiterhin werden neue Reagenzien zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens offenbart. 

[0002] Methoden zum Nachweis von Analyten durch Hamagglutinationssowie Parti kelagglutinationstests sind be- 
kannt. Diese Tests kommen vor allem in der Diagnostik infektioser Krankheiten zur Antigen- bzw. Antikorperdetektion 
10 zum Einsatz. Alle diese Methoden haben jedoch den gemeinsamen Nachteil, da3 sie zeitund personalaufwendig sind 
und daB die Ergebnisse oft nur sehr schwer interpretiert werden konnen. 

[0003] Fur Hamagglutinationstests, bei denen unfixierte Erythrozyten als Agglutinationsreagenzien verwendet wer- 
den, sind Gel-lmmunoassayverfahren bekannt, bei denen Hamagglutinate durch einen Zentrifugationsschritt durch 
eine inerte Matrix von einzelnen nicht-agglutinierten Erythrozyten getrennt werden (vgL z.B. EP-A-0 194 212, EP-A-0 
15 305 337, EP-A-0 557 546, EP-A-0 634 216, EP-A-0 485 228 und W095/31731). GemaB diesen Verfahren werden 
agglutinierte Erythrozyten auf Oder in der inerten Matrix festgehalten und konnen damit deutlich von nicht-reagierenden 
einzelnen Erythrozyten getrennt werden, welche die Matrix durchdringen konnen und am Boden des ReaktionsgefaBes 
sedimentieren. 

[0004] Einzig in EP-A-0 305 337, die auf eine Prioritatsanmeldung aus dem Jahr 1987 zuruckgeht, findet sich die 
20 Feststellung, daB als Agglutinationsreagenzien auch synthetische Partikel, wie Latex oder poiymerisierte Agarose 
verwendet werden konnen. Angaben uberdie Eigenschaften derartigersynthetischer Partikel finden sich jedoch nicht. 
AuBerdem wurde dieser Vorschlag in derfolgenden Zeitweder in Patenten noch in anderen Publikationen aufgegriffen. 
Im Gegenteil, wird in neueren Veroffentlichungen, wie EP-A-0 557 546, auf unfixierte Erythrozyten als Agglutinations- 
reagenzien abgestellt. 

25 [0005] Ein Nachteil von unfixierten Erythrozyten besteht jedoch in ihrer Instability, die unter bestimmten Reaktions- 
bedingungen zu einer Hamolyse fuhrt. Diese Instability hat oft unerwunscht kurze Verfallsdaten von Produkten auf 
Basis unfixierter Erythrozyten zur Folge. Weiterhin ist eine standardisierte und reproduzierbare Herstellung von Ery- 
throzytenpraparationen, insbesondere von Antikorper- oder Antigen-gekoppelten Erythrozytenp reparation en, nur mit 
groBem Aufwand moglich. Somit ist eine ausreichende Uniformitat der physikalischen Eigenschaften bei Erythrozy- 

30 tenpraparationen praktisch ausgeschlossen. 

[0006] Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, die obengenannten Nach- 
teile, die sich durch die Verwendung von Erythrozyten als Agglutinationsreagenzien ergeben, mindestens teilweise zu 
beseitigen. Insbesondere sollen durch die vorliegende Erfindung synthetische Partikel be re itg est el It werden, die als 
Agglutinationsreagenzien eingesetzt werden konnen und in bekannten Gel-lmmunoassays das Verhalten von Erythro- 

35 zyten zu simulieren vermbgen. Weiterhin sollen die synthetischen Partikel eine einfache Kopplung biologischer Sub- 
stanzen erlauben und so b esc naff en sein, daB sie als Agglutinationsreagenzien den bisher verwendeten Erythrozyten 
hinsichtlich der Sensitivitat und Spezifitat mindestens gleichwertig sind. Diese synthetischen Partikel sollen in Agglu- 
tinationsverfahren eingesetzt werden, die einfacher durchzufuhren und auszuwerten sind als bisher bekannte Verfah- 
ren. 

40 [0007] Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probeflussigkeit durch 
Agglutination, wobei man die Probeflussigkeit mit einem Agglutinationsreagenz und einer inerten Matrix in Kontakt 
bringt, die Reaktionsmischung dem Einwirken von Gravitation aussetzt und die Reaktion zwischen dem Analyten und 
dem Agglutinationsreagenz bestimmt, dadurch gekennzeichnet, daB man als Agglutinationsreagenz synthetische Par- 
tikel verwendet, deren Durchmesser und Dichte so gewahlt werden, daB sie sich gegenuber der Matrix im wesentlichen 

45 W ie Erythrozyten verhalten. 

[0008] Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB sich, wenn gleichzeitig die Dichte und der Durchmesser optimal 
eingestellt werden, tatsachlich synthetische Partikel herstellen lassen, die in einem Gel-lmmunoassay problemlos eine 
inerte Matrix passieren konnen und damit frische Erythrozyten perfekt simulieren. 

[0009] Im Rahmen der Unternehmungen, die zur vorliegenden Erfindung fiihrten, zeigte sich, daB die Passage rigider 
50 Polymerpartikel im Vergleich zu Erythrozyten (Durchmesser 6 - 8 urn) starker verzogert wird. Unter gegebenen Stan- 
dardbedingungen bedeutete das konkret, dass kommerziell erhaltliche Standardpartikel mit einem Durchmesser von 
3 - 7.5 nm nur unvollstandig in die Gelmatrix sedimentierten, wahrend grossere (11 .9 u.m) bzw. kleinere synthetische 
Partikel (< 1 u.m) nurschwach in das Gel eindringen konnten. Eine Erhohung der Parameter Zentrifugationsdauer (von 
10 min bis auf 50 min) bzw. Zentrifugationsgeschwindigkeit (von 1030 bis 1300 rpm) brachte zwar eine bessere, aber 
55 immer noch keine vollstandige Sedimentation. Selbst wenn durch diese beiden Massnahmen eine optimale Sedimen- 
tation hatte erreicht werden konnen, so ist doch eine Veranderung/Erhohung der Zentrifugationsdauer und -geschwin- 
digkeit aus folgenden Grunden sehr nachteilig: 
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1 . Das erfindungsgemasse System soil ein im Vergleich zu vergleichbaren Methoden besonders zeitunaufwendi- 
ges Verfahren eiiauben. Bei einer mog lichen Zentrifugationsdauer von 50 Minuten wurde sich die angestrebte 
Testdauer von 20 Minuten inklusive Inkubation damit verdreifachen. 

s 2. Wie dem Fachmann bekannt ist, verringert sich die Sensitivitat in Gel-Zentrifugationsverfahren mit steigender 

Zentrifugationsgeschwindigkeit. 

3. Bei Einhaltung der vorgegebenen Parameter steht fur das erfindungsgemasse System eine kommerziell erhalt- 
liche Zentrifuge zur Verfugung. 

10 

[0010] Uberraschenderweise wurde festgestellt, da(3 mit synthetischen Partikeln von geringerem Durchmesser als 
dem von Erythrozyten und hoherer Dichte als tiblich, ein den Erythrozyten vergleichbares Verhalten bei der Passage 
der inerten Matrix erzielt werden kann. Dabei ist sowohl der Gebrauch von spharischen als auch von asymmetrischen 
synthetischen Partikeln moglich. 

15 [0011] Als wesentlich fur das erfindungsgemaBe Verfahren haben sich synthetische Partikel mit einem mittleren 
Durchmesser < 5 um und insbesondere von 1 bis 5 u,m erwiesen. Besonders bevorzugt liegt der mittlere Durchmesser 
zwischen 2 und 4 um Die spezifische Dichte der Partikel ist grosser als oder gleich 1 ,1 g/cm 3 und liegt giinstigerweise 
im Bereich von 1,1 bis 1,8 g/cm 3 . Bevorzugt liegt die spezifische Dichte im Bereich von 1,1 bis 1,6 g/cm 3 und am 
meisten bevorzugt im Bereich von 1 ,15 bis 1 ,4 g/cm 3 , insbesondere wenn das Nachweisverfahren bei Standardbedin- 

20 gungen, wie sie fur bekannte kommerzielle Erythrozyten -Gel- Immunoassays (z. B. DiaMed) vorgegeben sind, durch- 
gefuhrt wird. 

[0012] Vorzugsweise sind die im erfindungsgemaBen Verfahren als Agglutinationsreagenz verwendeten syntheti- 
schen Partikel organische Polymer- oder Copolymerpartikel. Besonders bevorzugte Materialien sind Styrol und Sty- 
rolderivate wie etwa Bromstyrole und insbesondere Copolymere davon. Die H erst el lung uniformer Polymerpartikel im 

25 GroBenbereich, der fur die erf indungsgemaBen Agglutinationsreagenzien in Frage kommt, sind dem Fachmann hin- 
langlich bekannt (Arshady (1992): Suspension, emulsion and dispersion polymerization: A methodological Survey. 
Colloid & Polymer Science 270, 717-732; Okubo und Shiozaki (1992): Production of micron-size monodispense poly- 
mer particles by seeded polymerization utilizing dynamic swelling method with cooling process. Polymer International 
30, 469-474). Derartige Methoden bedienen sich ublicherweise einer Kombination aus Emulsions- und Dispersionsp- 

30 olymerisierung, um Partikel mit exakt definierten physikalischen Eigenschaften herzustellen. 

[0013] Fur die visuelle Detektion der Agglutinationsreaktion im erfindungsgemaBen Verfahren konnen Farbstoffe, 
insbesondere wasserunlosliche Farbstoffe, in die Partikel inkorporiert werden. So erweisen sich blau- ( gelb-, grun-, 
schwarz- oder rotgefarbte synthetische Partikel als sehr gut geeignet zur visuellen Auswertung. In einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird wegen ihrer besonders guten Detektierbarkeit mit roten 

35 Partikeln gearbeitet. 

[0014] Die Robustheit der synthetischen Partikel ermoglicht die Immobilisierung einer groBen Anzahl unterschiedli- 
cher Liganden nach bekannten industriellen Standardmethoden auf ihrer Oberflache. ZweckmaBigerweise werden 
dabei Ligandenmolekule immobilisiert, die mit dem zu bestimmenden Anaiyten bindefahig sind. Die Ligandenmolekule 
konnen uber adsorptive, kovalente oder hochaffine Wechselwirkungen immobilisiert werden. Die kovalente Kopplung 

40 kann beispielsweise uber chemisch reaktive Gruppen, die auf die Oberflache exponiert sind, erfolgen. Beispiele fur 
solche Gruppen sind Carboxyl- Amino-, Aldehydund Expoxygruppen. Die Immobilisierung uber hochaffine Wechsel- 
wirkungen wird durch zwei Partner eines hochaffinen Bindepaares vermittelt, wie etwa Streptavidin bzw. Avidin/Biotin, 
Hapten/Antikorper, Saccharicl/Lectin etc. Mittels dieser kovalenten und hochaffinen Wechselwirkungen konnen Ligan- 
denmolekule, wie etwa Peptide, z.B. synthetisch hergestellte Peptide, Proteine, z.B. Glycoproteine, Lipoproteine, re- 

45 kombinante Polypeptide, Immunglobuline, Nucleinsauren, z.B. DNA oder RNA, Nucleinsaureanaloga, Saccharide, z. 
B. Mono-, Di-, Oligo- und Polysaccharide, Lipide, Hormone, Metaboliten oder andere biologische Substanzen immo- 
bilisiert werden. Die Immobilisierung kann dabei direkt oder durch Verwendung von Linkern erfolgen, um auf kontrol- 
lierte Weise eine bevorzugte optimale Orientierung der gebundenen Ligandenmolekule zu erzielen. 
[0015] Ebenso ist aber auch eine Immobilisierung von Ligandenmolekulen uber rein adsorptive Prozesse moglich. 

so Dies ist beispielsweise fur Zellmembranen, wie etwa Membranen von Erythrozyten, Thrombozyten oder Leukozyten, 
Fragmente von Zellmembranen oder Lysate von Zellen oder Pathogenen, wie etwa Viren, Bakterien oder Parasiten, 
moglich. Bei Verwendung gefarbtersynthetischer Partikel ist eine zusatzliche Einfartoung von Membranen uberflussig. 
[0016] Das erfindungsgemaBe Verfahren betrifft den Nachweis eines Anaiyten in einer Probeflussigkeit. Als Probe- 
flussigkeit dienen vorzugsweise Kdrperflussigkeiten, die gegebenenfalls verdunnt sein konnen, z.B. Blut, Serum, Plas- 

55 ma, Saliva oder Urin. Das Volumen der Probeflussigkeit fur das erfindungsgemaBe Verfahren kann in weiten Bereichen 
variieren, vorzugsweise werden fur Mikrotests Volumina von 1 bis 200 u.l verwendet. 

[0017] Als Agglutinationsreagenz werden im erfindungsgemaBen Verfahren die beschriebenen synthetischen Par- 
tikel verwendet. Diese Partikel enthalten auf ihrer Oberflache vorzugsweise ein spezifisch und mit hoher Affinitat mit 
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dem Analyten bindefahiges Ligandenmolekul. Das Agglutinationsreagenz enthalt ublicherweise mehrere Bindungs- 
stellen fur den Analyten, wodurch das Entstehen von vernetzten Agglutinationskomplexen aus Analyt und Agglutina- 
tionsreagenz ermoglicht wird. 

[0018] Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren nachweisbaren Analyten sind Substanzen, die eine spezifische 
s und hochaffine Wechselwirkung mit dem Agglutinationsreagenz eingehen konnen, z.B. Antigene bzw. Antikorper, die 
durch eine Immunreaktion bestimmt werden konnen, oder auch Nucleinsauren, die durch eine Hybridisierungsreaktion 
bestimmt werden konnen. Eine erste bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft den Nachweis 
von Antikorpern als Analyten in der Probeflussigkeit, z.B. Antikorper gegen Pathogene, wie etwa Viren (HIV, Hepatitis- 
Viren), Bakterien oder Protozoen, Antikorper gegen Autoantigene, Antikorper gegen Tumoren oder Antikorper gegen 
10 Allergene. 

[0019] Weiterhin gelingt durch das erfindungsgemaBe Verfahren auch ein klassenspezifischer Nachweis von Anti- 
korpern, z.B. eine Unterscheidung zwischen IgG- und IgM-Antikdrpern, was bei der Diagnostik z. B. infektioser Erkran- 
kungen und Autoimmun-Er-krankungen oftmals von erheblicher Bedeutung ist. 

[0020] Andererseits konnen durch das erfindungsgemaBe Verfahren auch Antigene bestimmt werden, z.B. freie An- 
is tigene, wie etwa Serumproteine, Metaboliten, Hormone, Mediatoren etc. Oder tragergebundene Antigene, wie etwa 
zellulare Blutgruppenantigene etc. 

[0021] Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird ein ReaktionsgefaB mit einer Matrix verwendet, so daB nach Ein- 
wirkung von Gravitationskraften eine qualitative oder semiquantitative Bestimmung der Agglutinationsreaktion zwi- 
schen dem zu bestimmenden Analyten und dem Agglutinationsreagenz ermoglicht wird. Obwohl die Einwirkung von 

20 Gravitationskraften auch durch langere Sedimentation verursacht werden kann, verwendet man vorteilhafterweise eine 
Zentrifugation, da schon nach kurzer Zeit die gewunschte Sedimentation bewirkt werden kann. Die optimalen Bedin- 
gungen hinsichtlich der Zentrifugationsdauer und g-Zahl kann der Fachmann ohne Schwierigkeiten fur jedes Analy- 
sesystem ermitteln. Diese Bedingungen werden insbesondere durch die Beschaffenheit des Agglutinationskomplexes 
zwischen Agglutinationsreagenz und Analyt, der Komponenten des Reaktionsgemisches in ungebundenem Zustand 

25 sowie der jeweils verwendeten Matrix bestimmt. 

[0022] Vorzugsweise wird beim erfindungsgemaBen Verfahren eine inerte partikelformige Matrix verwendet. Ande- 
rerseits kann auch beispielsweise die in EP 96 10 428.3 beschriebene kompakte Matrix eingesetzt werden. 
[0023] Vorzugsweise ist die Matrix eine inerte partikelformige Matrix. Mit dem Merkmal "inert" kommt zur Geltung, 
daB die Matrix keine unspezifische Reaktion mit dem Analyten bzw. dem Agglutinationsreagenz eingehen darf. Vor- 

30 zugsweise werden als Matrix Partikel verwendet, wie sie im Handel fur die Flussigkeitschromatographie (z.B. von 
Merck, Pharmacia, Bio-Rad, Tosohaas) erhaltlich sind. Spezifische Beispiele sind Sephadex® , Sepharose® , 
SephacryK© , Bio-Gel® oder Toyopearl® . Es handeltsich dabei um Produkte auf der Basis von vernetzten Polymeren 
oder Copolymeren, wie Agarose, Polyacrylamid, Polydextran, Styrol/Divinylbenzol oder Polymethacrylat. Ebenfalls in 
Frage kommen Glaskugelchen. Die KorngroBen der Partikel der Matrix betragen vorzugsweise 10 \im bis 200 jim. 

35 Ebenfalls in Frage kommen Matrizes, an die bereits Nachweisreagenzien, wie etwa Antikorper, gekoppelt sind, wie 
sie etwa von den Firmen Pierce oder Pharmacia erhaltlich sind. Der Fachmann kann durch einfache Vorversuche 
bestimmen, ob die Partikel fur eine bestimmte Nachweismethode brauchbar sind. 

[0024] Die Interpretation der Ergebnisse des erfindungsgemaBen Verfahrens ist derart, daB nach Einwirkung von 
Gravitationskraften auf das Reaktionsgemisch 

40 

a) bei einer starken Agglutination das Reaktionsprodukt aus dem zu bestimmenden Analyten und dem Agglutina- 
tionsreagenz nicht oder nur sehr gering in die Matrix eindringen kann, 

b) bei einer schwachen Agglutination das Reaktionsprodukt in die Matrix eindringt, sie aber nicht voltstandig durch- 
45 dringen kann und 

c) beim Fehlen einer Agglutination die im ReaktionsgefaB enthaltenen Komponenten die Matrix im wesentlichen 
voltstandig durchdringen konnen. 

so [0025] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird mit zwei oder mehreren un- 
terschiedlichen Arten von synthetischen Parti keln als Agglutinationsreagenzien gearbeitet. Es gibt namlich verschie- 
dene, miteinander assoziierte Krankheiten, bei denen mit herkdmmlichen Testverfahren zunachst ein sogenanntes 
Screening durchgefuhrt werden muB, bei dem etabliert wird, ob die untersuchte Person Antikorper gegen eine zu 
dieser Gruppe gehorende Krankheit tragt. Ist die getestete Korperflussigkeit der untersuchten Person im Screening- 
's Jest positiv, so muB sie nach herkommlichen Methoden in einem zweiten Schritt einem sogenannten Differenzierungs- 
test unterzogen werden, bei dem dann festgestellt wird, gegen welche der Krankheiten der Gruppe die Antikorper 
gerichtet sind. Ein typisches Beispiel fur diese Art des Vorgehens stellt die HIV-Diagnostik dar. Im Screening wird 
festgestellt, ob HIV-spezifische Antikorper vorliegen. In der Differenzierung wird festgestellt, ob diese gegen HIV-I, 
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gegen HIV-II oder HIV-I und HIV-II gerichtet sind. 

[0026] Beim erfindungsgemaBen Verfahren kann nunmehr mit zwei verschiedenen Arten von synthetischen Partikeln 
gearbeitet werden, die sich vorzugsweise nicht in GroBe, Form, Dichte und Flexibility unterscheiden, aber eine unter- 
schiedliche Farbung, z.B. Rot und Blau, und eine unterschiediiche Ausstattung mit Oberflachenliganden aufweisen. 

5 Da aus diesen unterschiedlichen Spezies von synthetischen Partikeln eine homogene Suspension mit gleichen Antei- 
len jeder Spezies gebildet wird, kann diese Suspension wie fur einen Einzeltest benutzt werden. Die resultierenden 
Ergebnisse konnen dann wie folgt interpretiert werden: Liegen beide zu bestimmenden Analyten in der Probefliissigkeit 
vor, so ergibt sich nach Zentrifugation eine rote und eine blaue Bande auf der Matrix Oder in deren oberem Bereich. 
Wenn nur ein Analyt enthalten ist, kann im oberen Bereich der Matrix eine Bande mit der entsprechenden Farbe de- 

10 tektiert werden, wahrend die synthetischen Partikel mit der anderen Farbe die Matrix durchdringen und unterhalb davon 
angeordnet sind. Sind weder der erste noch der zweite Analyt in der Probefliissigkeit enthalten, bildet sich unter der 
Matrix eine Schicht aus beiden synthetischen Partikeln aus. Entsprechend konnen natiirlich auch drei oder mehrere 
verschiedene synthetische Partikel mit unterschiedlichen Farben eingesetzt werden, um die entsprechende Anzahl 
von Parametern gleichzeitig zu differenzieren. 

15 [0027] Zur Durchfuhrung des Verfahrens konnen an sich beliebige ReaktionsgefaBe verwendet werden, die zum 
Einsatz in einem Gel-Agglutinationstest geeignet sind. Das Volumen der ReaktionsgefaBe ist vorzugsweise von 50 u.l 
bis 2 ml. Die ReaktionsgefaBe sind vorzugsweise mit einem Trichter zur Aufnahme der Reagenzien ausgestattet. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Anordnung von mehreren ReaktionsgefaBen verwendet, die zusammen 
auf einer Karte oder Scheibe angeordnet sind. Diese auf einer Karte oder Scheibe befindlichen ReaktionsgefaBe kon- 

20 nen zum Nachweis derselben Analyten oder zum Nachweis unterschiedlicher Analyten vorgesehen sein. 

[0028] Beispielsweise konnen zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens die von der Fa. DiaMed fur die 
Blutgruppenanalyse vertriebenen Karte n verwendet werden, auf denen 6 MikroreaktionsgefaBe angeordnet sind. 
Ebenso konnen auch Produkte der Firmen Ortho und Diagast verwendet werden. 

[0029] Die Einwirkung der Gravitation auf das Reaktionsgemisch erfolgt vorzugsweise durch Zentrifugation der Re- 
25 aktionsgefaBe in s einer hierfur geeigneten Zentrifuge. So kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens mit der kommerziell erhaftlichen DiaMed ID-Zentrifuge 12 S II mit den fest eingestellten Para- 
metern (t = 10 min, v = 85 g) gearbeitet werden. 

[0030] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann jedoch auch mit modifizier- 
ten Zentrif ugations -verfahren gearbeitet werden, welche den Kinetiken der zugrundeliegenden Reaktionen besonders 

30 Rechnung tragen. Dies spiegelt sich in einer Reaktionsverstarkung vor allem schwacher Reaktionen wieder. 

[0031] Weiterhin ist es fur bestimmte Ausfuhrungsform en des erfindungsgemaBen Verfahrens bevorzugt, mit Matri- 
zes zu arbeiten, die einen zweiten Antikorper, beispielsweise einen sogenannten gruppenspezifischen Antikorper, wie 
etwa Anti-IgG, enthalten. Hierbei findet in den ReaktionsgefaBen eine zweiphasige Reaktion statt. Die erste Reaktion 
erfolgt in der Reaktionskammer, wenn in einer positiven Reaktion das Ligandenmolekiilauf den synthetischen Partikeln, 

35 z.B. ein Antigen, mit dem Analyten, z.B. einem Antigen-spezifischen Antikorper, in der Probe reagiert. Es kann hier 
bereits zu Quervernetzungen zwischen verschiedenen synthetischen Partikeln kommen (Agglutination), was aber im 
Falle von IgG-Reaktionen oft nurzu sehrschwachen Agglutinaten fuhrt. Die in der Matrix vorhandenen Zweitantikorper 
sorgen durch weitere Quervernetzung bereits gebildeter Agglutinationskomplexe fur den erwiinschten Effekt einer 
spezifischen Reaktionsverstarkung. 

40 [0032] Bei einer Gesamttestdauer von nur 20 min. erlaubt das erfindungsgemaB beschriebene Testsystem eine 
signifikante Zeitersparnis gegenuber bekannten Systemen. Im Vergleich zu Testsystemen, die auf fixierten oder unfi- 
xierten Erythrozyten als Agglutinationsreagenz basieren, besteht ein zusatzlicher Vorteil in der weitaus langeren Halt- 
barkeit der synthetischen Partikel sowie derbesseren Uniformitat des Ausgangsmaterials. 

[0033] Bei entsprechender Vorbereitung des Testsystems ist die Durchfuhrung einfach und die Resultate konnen 
45 eindeutig abgelesen werden, so daB der Test auch von medizinischen Hilfspersonen durchgefuhrt werden kann. Die 
Anwendung ist denkbar einfach, da sie nur zwei Pipettierschritte umfaBt. Mit einer Akku-betriebenen Zentrifuge und 
einem ebensolchen Vortex-Gerat sind die Bestimmungen daruberhinaus leicht auBerhalb fester Laboreinrichtungen 
ohne StromanschluB durchfuhrbar. Durch die geringe Menge an Probe, das Fehlen von Waschschritten sowie die 
Moglichkeit, die ReaktionsgefaBe nach Benutzung zu verschlieBen, ist fur kurzestmogliche Exposition des Personals 
50 mit potentiell infektiosem Material und groBtmogliche Kontrolle von potentiell infektiosem Abfall gesorgt. 

[0034] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind synthetische Partikel mit einem mittleren Durch- 
messer^ 5 |im, vorzugsweise von 1-5 um, besonders bevorzugt von 2 - 4 ujti und einer spezifischen Dichte > 1 ,1 g/ 
cm 3 , vorzugsweise 1,1 - 1,8 g/cm 3 , besonders bevorzugt 1,15 - 1,4 g/cm 3 , auf deren Oberflache Ligandenmolekule 
beispielsweise durch kovalente, adsorptiveoder hochaffine Wechselwirkungen immobilisiertsind. Gunstigerweise sind 
55 die Partikel gefarbt. Diese Partikel konnen als Agglutinationsreagenzien in einem Agglutinationstest, vorzugsweise in 
einem Gel-Agglutinationstest, eingesetzt werden. 

[0035] Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzienkit zum Nachweis eines Ana- 
lyten in einer Probefliissigkeit, umfassend 
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a) mindestens ein ReaktionsgefaB, das eine inert e Matrix, vorzugsweise eine partikulare Matrix, enthalt und 

b) mindestens eine Art von synthetischen Partikeln, auf deren Oberflache Ligandenmolekule immobilisiert sind. 

5 [0036] Bei bestimmten Arten des erfindungsgemaBen Bestimmungsverfahrens ist es bevorzugt, dem Reaktionsge- 
misch ein Detergens zuzusetzen. Beispiele fur geeignete Detergenzien sind ionische Detergenzien, wie SDS, oder 
nichtionische Detergenzien, wie Triton X-1 00 und Tween 20. Weitertiin kann auch der Zusatz von Mucinen bevorzugt 
sein. Durch Zusatz von Detergenzien oder/und Mucinen kann die Uniformitat der Partikel in der Suspension bzw. 
wahrend der Gelpassage verbessert werden. Dies fuhrt zu einer vollstandigeren Sedimentierung bei negativer Reak- 

10 tion. 

[0037] Ebenfalls kann es sich als zweckmaBig erweisen, die Reaktion unter Zusatz eines reduzierenden Agens, z. 
B. eines Sulfhydrylreagenz, wie 2-Mercapto-Ethanol, Dithiothreitol oder Natriumdithionit, oder eines anderen reduzie- 
renden Agens, wie etwa Tributylphosphin, durchzufuhren. Durch reduzierende Agenzien konnen unerwunschte un- 
spezifische Reaktionen, wie sie z. B. durch IgM -Antikorper hervorgerufen werden, verringert werden. 

*5 [0038] Weiterhin kann bei bestimmten Tests durch eine Modifizierung der Zentrifugationsbedingungen eine Verbes- 
serung der Testergebnisse erreicht werden. Dies gilt insbesondere bei Tests, bei denen eine mit einem Rezeptor, z. 
B. einem Zweitantikdrper beschichtete Matrix verwendet wird. Eine bevorzugte Modifizierung der Zentrifugationsbe- 
dingungen umfasst eine Intervallzentrifugation, d. h. einen ersten Zentrifugationsschritt, dann eine Pause und dann 
einen zweiten Zentrifugationsschritt. Gegebenenfalls kann die Zentrifugation in mehreren Intervallschritten durchge- 

20 fuhrt werden. Der erste Zentrifugationsschritt ist vorzugsweise nur ein kurzer Zentrifugationsschritt mit einer Dauer 
von bis zu 1 min, vorzugsweise bis zu 30 s. Dann erfolgt eine Pause, die beispielsweise 1-10 min, bzw. ca. 5 min 
betragen kann. AnschlieBend erfolgt ein zweiter Zentrifugationsschritt von langerer Dauer und gegebenenfalls auch 
hoherer g-Zahl. 

[0039] Anhand der nachfolgenden Beispiele und Figuren werden bestimmte Aspekte der Erfindung naher erlautert. 
25 Es zeigen: 

Fig. 1 : die bei positiver, schwach positiver und negativer Reaktion im erfindungsgemaBen Verfahren auftretenden 
Res u I tat e, 

30 Fig. 2 : eine schematische Darstellung der Testdurchfuhrung, 

Fig. 3 : die Reaktionen, die in einem MikroreaktionsgefaB stattfinden, bei dem die Matrix Anti-IgG- Antikorper ent- 
halt: 

35 a) in der Reaktionskammer und 

b) im Pufferuberstand der Matrix bzw. in der Matrix, 

Fig. 4 : das schematische Ergebnis einer Differentialdiagnose auf zwei verschiedene Analyten (A1 und A2) in 
einem ReaktionsgefaB: 

40 

a) Patientenprobe 1 , Antikorper positiv fur A1 ; 

b) Patientenprobe 2, Antikorper positiv fur A2; 

c) Probe 3 (Mischung der Seren von Patienten 1 und 2), Antikorper positiv fur A1 und A2; 

d) Patientenprobe 4, Antikorper negativ fur A1 und A2 und 

45 

Fig. 5: die schematische Darstellung der Reaktionszonen, auf die in Tabelle 1 Bezug genommen wird. Zone 0 
bedeutet: die Partikel bilden nach Zentrifugation ein Sediment aus, wie es fur eine negative Reaktion 
wiinschenswert ist. Zone 5 bedeutet: Keine Durchdringung der Gel-Matrix 

50 Beispiele: 

1 . Versuche mit synthetischen Partikeln des Standes der Technik, die im Gel-Test nicht funktionieren (Vergleich) 
Testd u rchf u h ru n g : 

55 

[0040] Die Suspensionen kommerziell erhaltlicher, farbiger synthetischer Partikel, die ublicherweise in Konzentra- 
tionen von 10 % feste Partikel (w/v) vortiegen, wurden mit einer 10 mM PBS-Losung, pH 7.4 (Sigma P 4417), 0.1 % 
Tween-20 (Sigma P 7949) (v/v) gewaschen und in derselben Losung auf eine Konzentration von 0.15 % feste Partikel 
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eingestellt. 

[0041] Von dieser Suspension wurden jeweils 25 fxl in ein Mikroreaktionsrohrchen pipettiert und unter den in Tabelle 
1 angegebenen Bedingungen sedimentiert. 
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2. Herstellung geeigneter synthetischer Partikel 

[0042] Die in den folgenden Beispielen eingesetzten synthetischen Partikel wurden mit Dispersions-Polymerisation 
hergestellt, da diese Methode im allgemeinen zur Herstellung von Partikeln im Bereich von 1 bis 5 jim am besten 
5 geeignet ist. In einem ersten Schritt wurden Basis-Partikel aus Polystyrol synthetisiert (2a). Danach wurden die Basis- 
Partikel durch eine Copolymerisierung mit Styrol/Bromstyrol zu High-Density Partikeln geschwollen (2b). In dem dar- 
auffolgenden dritten Schritt erfolgte die Einfarbung (2c). 

2a. Polymerisierung der Basis-Partikel 

10 

Durchfuhrung: 

[0043] 60 g 1-Hexadecanol (Aldrich 25,874-1), 216 g Polyvinylpyrrolidon 40000 (PVP) (Aldrich 85,656-8), 1744 g 
dest. Styrol (Aldrich S497-2) und 10261 g Industrie-Spiritus (Banners IMS 99) wurden in einen 20 1 Rundkolben- 

15 Reaktor (ausgerustet mit Ruhrer, Wasser-Kondensator und Stickstoff-Begasung) eingewogen. Die Ruhrgeschwindig- 
keit wurde auf 35 - 40 U/min eingestellt. Die Mischung wurde fur 16 Stunden bei Raumtemperatur begast. Darauf 
wurde die Temperatur auf 70 ° C erhoht. 17.4 g Azo-bisisobutyronitril (Fisons A/9050/50) wurden nun dem Reaktions- 
gemisch zugefugt, wobei sich eine weisse Emulsion ausbildete. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Reaktionsge- 
misch auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die resultierenden Partikel wurden durch wiederholte Zentrifugation in Methanol 

20 gewaschen (3000 rpm, 5 min) und nach dem letzten Waschschritt in einer 0.1 % % (w/v) SDS (Fisons S/5200/53) 
-Losung resuspendiert. Aus diesem Ansatz gingen 1573 g monodisperse Polystyrol- Partikel mit 2.3 u.m Durchmesser 
hervor. 

2b. Herstellung von "High Density" Partikeln 

25 

Durchfuhrung: 

[0044] 1 1 8.3 g einer 1 0 % % (w/v) Suspension von 2.3 |im Partikeln (hergestellt gemass Beispiel 2a) und 250 g einer 
Polyvinylalkohol (Harco 26-88) (PVA) (5 % w/v)-L6sung wurden in einen 1 1 Rundkolben-Reaktor (ausgerustet mit 

30 Ruhrer, Wasser-Kondensator und Stickstoff-Begasung) eingewogen und die Ruhrgeschwindigkeit auf 250 U/min ein- 
gestellt. 1.5 g Benzoyl-Peroxid (Aldrich 22,887-7) wurde in 21.6 g 4-Bromstyrol (Avocado 17896) aufgelost. Diese 
Losung wurde in 250 ml einer 0.5 % (w/v) SDS-L6sung emulgiert. Die Bromstyrol Emulsion wurde dann dem Rund- 
kolben-Reaktor zugegeben. Nach 3 Stunden wurden 125 g einer 1 % (w/v) Na-Dichromat (Fisons S/3560/60) Losung 
zu dem Reaktor zugegeben und die Temperatur auf 70°C erhoht. Nach weiteren 16 Stunden wurde die Temperatur 

35 auf 80°C erhoht und fur weitere 3 Stunden weiterreagiert. Danach wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur 
abgekuhlt. Die resultierenden Partikel wurden durch wiederholte Zentrifugation in Wasser gewaschen und ergaben 
eine Ausbeute von 26.98 g Partikel von nunmehr einem Durchmesser von 3.1 um DernominelleGehaltan polymerem 
Bromstyrol dieser Partikel betrug 65 % (w/v). Die Sedimentationsrate einer 1 % (w/v) Suspension dieser Partikel in 
Wasser betrug 5.7 mm/hr, die theoretische Dichte liegt bei 1 .28 g/cm 3 (s. Tabelle 2). 

40 [0045] Nach diesem Verfahren wurden verschiedene Partikel gleichen Durchmessers, aber mit unterschiedltchen 
Verhaltnissen Bromstyrol/Styrol und damit unterschiedlich hoher Dichte polymerisiert (Tabelle 2). 
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2c. Einfarbung der High Density Partikel 

Durchfuhrung: 

[0046] 

Sudan IV (rot) : 

200 g einer 10 % (w/v) Suspension synthetischer High density Partikel (hergestellt wie in 2a, 2b beschrieben) mit 
3.1 \l m Durchmesser, 11 .6 g einer 5 % (w/v) Losung Polyvinylalkoho! (Harco 26-88), 40 g Methanol (Hammond) 
und 240 g Wasser wurden in einen 1 I Rundkolben-Reaktor (ausgerustet mit PTFE-Ruhrer, Wasser-Kondensator) 
eingewogen. 0.4 g Farbstoff Sudan IV (Kodak 112 6150) wurden in 30 g Dichlormethan (Fisons D/1 852/25) gelost 
und die Losung in 250 ml einer 0.5 % (w/v) SDS-L6sung emulgiert. Die Dichlormethan-Emulsion wurde dann bei 
Raumtemperatur in den Reaktor gegeben. Nach 4 Stunden wurde die resultierende Emulsion roter Partikel in ein 
2 1 Becherglas gegeben. Um das Dichlormethan moglichst schnell zu evaporieren, wurde die Oberflache der Sus- 
pension unter Ruhren mit Stickstoff begast. Zur Maximierung der Evaporation wurde die Suspension zusatzlich 
leicht erwarmt. Die resultierenden roten Partikel wurden durch wiederholte Zentrifugation in Wasser gewaschen 
(1000 rpm, 5 min). Sie ergaben eine Ausbeute von 19.8 g. 

Ferro FW1263 (blau): 

50 g einer 10 % (w/v) Suspension synthetischer High density Partikel (hergestellt wie in 2a, 2b beschrieben) mit 
3.1 Um Durchmesser, 2.9 g einer 5 % (w/v) Losung Polyvinylalkohol (Harco 26-88) und 60 g Wasser wurden in 
einen 1 I Rundkolben-Reaktor (ausgerustet mit PTFE-Ruhrer, Wasser-Kondensator) eingewogen. 0.184 g Farb- 
stoff Ferro FW1263 (Ferro Normandy Plastics Ltd, Westgate, Aldridge, GB) wurden in 7.5 g Dichlormethan (Fisons 
D/1 852/25) gelost und diese Losung in 62.5 ml einer 0.5 % (w/v) SDS-L6sung emulgiert. Die Dichlormethan- 
Emulsion wurde dann bei Raumtemperatur in den Reaktor gegeben. Nach 2 Stunden wurde die resultierende 
Emulsion blauer Partikel in ein 500 ml Becherglas gegeben. Um das Dichlormethan moglichst schnell zu evapo- 
rieren, wurde die Oberflache der 

[0047] Suspension unter Ruhren mit Stickstoff begast. Zur Maximierung der Evaporation wurde die Suspension zu- 
satzlich leicht erwarmt. Die resultierenden blauen Partikel wurden durch wiederholte Zentrifugation in Wasser gewa- 
schen (1000 rpm, 5 min). Sie ergaben eine Ausbeute von 4.8 g. 

3. Funktionalisierung und Streptavidinisierung der Partikel-Oberflache 

[0048] 

a) Herstellung von Aldehyd-Partikeln 

Ein 1 ml Aliquot roter 3.1 u.m High density Partikel (17.1 %) (w/v) (hergestellt wie in Beispiel 2 a bis c beschrieben) 
wurde in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen gegeben und 3 mal durch Zentrifugation mit ultrareinem (18 MegOhm) 
Wasser gewaschen (1000 rpm, 5 min). Zu den so gewaschenen Partikeln wurden 15 ml einer Losung von Rinder- 
serumalbumin (2.67 mg/ml) (Sigma A9647) in 10 mM PBS, pH 7.4, 0.05 % NaN 3 zugegeben und 4 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt. Die Partikel wurden 4 mal durch Zentrifugation mit 1 5 ml Wasser gewaschen (1 000 rpm, 
5 min). Darauf wurden die Partikel in 10 ml Wasser resuspendiert, um eine Konzentration von 1.7 % (w/v) zu 
ergeben. Zu einem 0.5 ml Aliquot dieser Suspension wurden 3.75 ml Wasser zugegeben, um eine 0.2 % (w/v) 
Suspension zu erhalten. Hierzu wurden 4.25 ml einer 2 % % Giutaraldehyd-Losung in Wasser zugegeben und 
das Reaktionsgemisch fur eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Die Partikel wurden 4 mal durch Zentrifugation 
mit 15 ml Wasser gewaschen (1000 rpm, 5 min). 

b) Herstellung von Streptavidin-Partikeln 

Eine Suspension von 8 mg roten 3.1 u.m High density Partikeln (hergestellt wie in 2 a-c beschrieben und funktio- 
nalisiert wie in 3a beschrieben) wurde in 4 ml Wasser resuspendiert und fur 1 min im Ultraschall-Wasserbad (So- 
nomatic von Langford Ultrasonics, Birmingham, GB) inkubiert. Darauf wurden 4 ml eines 50 mM Natriumacetat- 
Puffers, pH 3.25, zugegeben, gefolgt von 1 ml einer wassrigen Streptavidin-Losung (4 mg/ml). Nach weiteren 2 
min im Ultraschall-Wasserbad wurde sofort 1 ml einer 50 mM Natriumcyanborhydrid (Aldrich 15,615-9)-L6sung in 
Acetatpuffer zugegeben. Dieses Gemisch wurde unter leichtem Schutteln iiber Nacht bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Partikel wurden 3 mal durch Zentrifugation mit 15 ml Wasser gewaschen (1000 rpm, 5 min) und in 5.33 
ml 10 mM PBS, pH 7.4, resuspendiert, so dass die Partikel-Konzentration auf 0.15 % (w/v) eingestellt wurde. 
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c) Herstellung von Polylysin-Partikeln 

Zu einer Suspension von 500 mg roten 3.1 ujn High density Partikeln in 1 ml Wasser (hergestellt wie in 2a-c und 
funktionalisiert wie in 3a beschrieben) wurden 4 ml 50 mM Na-Acetat, pH 3.25 gegeben. Dann wurden 4 ml einer 
1 mg/ml Poly-L-Lysin (Sigma P 2636) -Losung in Wasser zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fur 4 min im 
5 Ultraschall-Wasserbad inkubiert, bevor 1 ml 50 mM Natriumcyanborhydrid in Acetat-Puffer zugegeben wurde. Das 

Reaktionsgemisch wurde unter leichtem Schutteln uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Partikel wurden 
3 mal durch Zentrifugation mit Wasser gewaschen (1000 rpm, 5 min) und in 333 ml 10 mM PBS, pH 7.4, resus- 
pendiert, so dass die Partikel-Konzentration in der Suspension auf 0.15 % (w/v) eingestellt wurde. 

10 4. Kopplung von Liganden an die funktionalisierten Partikel 

[0049] 

a) Kovalente Kopplung 

*5 0.1 ml Losungen von biotinylierten Antigenen wurden zu 1 ml einer 0.15 % % (w/v) Suspension roter3.1 u,m High 

density Partikel (hergestellt wie in 2 a - c, funktionalisiert und streptavidinisiert wie in Beispiel 3a, 3b beschrieben) 
in ein Eppendorf-Mikrorohrchen gegeben und fur 30 min unter Schutteln inkubiert. Ungebundenes Antigen wurde 
durch zweimalige Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) und Resuspension mit 1 ml des obengenannten Puffers weg- 
gewaschen, so dass die Endkonzentration der Partikelsuspension wieder 0.15 % (w/v) betrug. 

20 

b) Nicht kovalente Kopplung 

Zu 500 (il einer 0.15 % Suspension roter 3.1 u,m High density Polylysin-Partikel (hergestellt wie in 2 a-c und 3a, 
3c beschrieben) wurden 10 u.l einer 20 u.g/ml ds DNA (Sigma D 1501)-L6sung in 10 mM PBS, pH 7.4, zugegeben. 
Nach einem Vortex-Schritt (Bender & Hobein, Vortex Genie 2) fur 5 sec auf Stufe 8 wurde fur 12 Stunden unter 
25 leichtem Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde 2 mal durch Zentrifugation mit 1 ml 10 

mM PBS, pH 7.4, gewaschen (1000 rpm, 5 min) und emeut in 500 \i\ 10 mM PBS, pH 7.4, resuspendiert. 

5. Pufferzusammensetzung der Gelmatrix 

30 [0050] Die Gelmatrix in den Mikroreaktionsgefassen befand sich in folgendem wassrigen Puffermilieu: 5 mM KH 2 P0 4 
(Merck 4873) /Na 2 HP0 4 (Merck 6580), 150 mM NaCI (Fluka 71381), 0.024 % (w/v) NaN 3 (Fluka 71290), 1 .875 % (v/ 
v) Albumin (Miles 81 -1 77), 0.05 % (w/v) EDTA (Fluka 03685), 1 .3 mM Tris (Merck 8382), 1 .25 mM N -Acetyl -L-Cystein 
(Merck 1 2422), 0.025 % % (w/v) Mucin (Sigma M 1 778). Weiterhin enthielt die Gelmatrix gegebenenfalls testabhangig 
unterschiedliche Mengen an Anti-Humanglobulin. 

35 

6. Chagas-AntikorperTest (Kovalente Bindung von synthetischen Peptiden) 
[0051] 

40 a) Antigene: 

Synthetische Peptide Ag-2, TcD und TcE stammen von Alta Bioscience (Birmingham, UK), 
b) Kopplung: 

Je 1 ml einer 0.15 % (w/v) Suspension roter 3.1 u.m High density Partikel (hergestellt wie in 2 a - c, funktionalisiert 
45 und streptavidinisiert wie in Beispiel 3a, 3b beschrieben), wurden mit 2 ng TcD, 35 ng Ag-2 und 282 ng TcE ge- 

koppelt, welche nach Standardtechniken mit einem biotinyliertem Lysin zusatzlich zur Antigen-Sequenz syntheti- 
siert und uber RP-HPLC ebenfalls nach Standardmethoden auf > 90 % Reinheit gereinigt wurden. Hierfur wurde 
von den Peptiden eine 10 x Stammlosung in H 2 0 (20 ng TcD, 350 ng Ag-2, 2820 ng TcE pro ml) bereitet. Fur die 
Kopplung wurden dann jeweils 1 Vol. Peptidlosungzu 10 Vol. einer 0.1 5% (w/v) Suspension synthetischer Partikel 
so zugegeben und schnell vermischt. Das Reaktionsgemisch wurde dann fur 30 min bei Raumtemperatur unter leich- 

tem Schutteln inkubiert. Danach wurde die Partikel-Suspension fur 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, derUberstand 
dekantiert und zweimal mit 10 mM PBS, pH 7.4, gewaschen. Die finale Konzentration der Partikel betrug in der 
Suspension wieder 0.15 % (w/v). Die so sensitivierten Partikel wurden bei 4 ° C gelagert. 

55 c) Testdurchfuhrung: 

Eine 0.15 % (w/v) Suspension der wie in 4a beschrieben sensitivierten synthetischen Partikel wurde fur 5 min im 
Ultraschall-Wasserbad behandelt. Dann wurden je 25 u,l in eine Karte mit 6 mit einer Anti-Humanglobulin haltigen 
(0.5 %, v/v) Gel-Suspension vorgefullten Mikrorohrchen (s. Beispiel 5: ID-Karte, DiaMed, Cressier sur Morat) ge- 
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geben. Anschliessend wurden 1 .5 p.l Patientenserum oder -Plasma zugegeben. Nach 1 0 min Inkubation bei Raum- 
temperatur wurde fur 10 min bei 85 g in einerspeziell fur die Mikrorohrchen entwickelten Zentrifuge (ID-Centrifuge 
12 S II, DiaMed, Cressier sur Morat) zentrifugiert. Die Ergebnisse konnen sofort nach der Zentrifugation ausge- 
wertet werden. 

d) Auswertung: 

Positive Resultate sind als deutliche Bande auf dem Gel oder 1 bis zwei mm in das Gel eingedrungen detektierbar. 
Auch iiber das ganze Gel verteilte Agglutinate zeigen positive Reaktionen an. Negative Resultate sind an einem 
deutlichen Sediment der auf den Boden des Gef asses sedimentierten synthetischen Partikel zu erkennen, eine 
Bande im oder auf dem Gel gibt es in diesem Fade nicht. 

7. Visceral Leishmaniasis Antikorper Test (Kovalente Bindung von rekombinantem Antigen) 
[0052] 

a) Antigene: 

Rekombtnantes Antigen rK39 von Corixa Inc., Seattle, USA. 

b) Biotinylierung und Kopplung: 

1 ml rekombinantes Antigen rK39 (0.6 mg/ml) in 1 0 mM Tris, pH 8.0, wurde gegen 1 0 mM PBS, pH 7.4 (Sigma P 
4417) bei 4°C dialysiert und dann durch ein Puradisc 25 AS Membranfilter (Whatman) filtriert. Die Biotinylierung 
erfolgte mit Suifo-NHS-Biotin (Pierce 21217). Ein 500 u. I Aliquot des rK39 in 10 mM PBS, pH 7.4 (300 u,g) wurde 
mit 17.5 u.l einer wassrigen 1 mg/ml Losung Sulfo-NHS-Biotin versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 150 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Das biotinylierte rK39 wurde nun mit einer KwikSep-Entsalzungssaule (Pierce) von 
freiem Biotin getrennt. Die Elution erfolgte mit 10 mM PBS, pH 7.4, 0.05 % NaN3. 

Je 1 ml einer 0.15 % (w/v) Suspension roter3.1 p,m High density Partikel (hergestellt wie in 2 a - c, funktionalisiert 
und streptavidinisiert wie in Beispiel 3a, 3b beschrieben) wurden dann mit 160 ng biotinyliertem rK39 gekoppelt. 
Hierfur wurde eine 10 x Stammlosung in H 2 0 (1600 ng rK39 pro ml) hergestellt. Die eigentliche Kopplung erfolgte 
dann wie in Beispiel 6b beschrieben. 

c) Testdurchfuhrung: 

Die Testdurchfuhrung ist derjenigen in Beispiel 6 identisch, nur dass im vorliegenden Fall mit einer Suspension 
von synthetischen Partikeln gearbeitet wird, welche mit rK39 sensitiviert wurde. 

d) Auswertung: wie in Beispiel 6. 

8. Hepatitis B surface Antigen Test (Kovalente Bindung von monoklonalen Antikorpern) 
[0053] 

a) Antikorper: 

Der gegen das Hepatitis B surface Antigen gerichtete monoklonale Antikorper (MAb) MIH9701 detektiert beide 
Subtypen ad und ay und stammte von Medix Biotech, Walchwil, Schweiz. 

b) Biotinylierung und Kopplung: 

200 jjlI einer 3 mg/ml Losung MIH9701 wurden mit 0.1 M Natriumacetat- Puffer, pH 5.5, auf 1 ml verdunnt und 
gegen denselben Puffer iiber Nacht bei 4°C dialysiert. Zu einem 900 jjlI Aliquot der resultierenden MAb Losung 
wurden 900 ^l einer eiskalten 20 mM Natriummetaperiodat-Losung in Wasser zugegeben und das Reaktionsge- 
misch fur 20 min bei 0°C im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 11 jjJ einer 10 % (w/v) 
Glyzerin-Losung gestoppt. Die MAb wurden von den ubrigen Reaktionskomponenten getrennt durch einen Chro- 
matographie-Schritt iiber eine Kwiksep Entsalzungs-Saule. Dabei wurde mit 0.1 M Acetat-Puffer, pH 5.5 eluiert. 
Das Volumen der MAb nach Elution war 2.7 ml. Hierzu wurden 270 \l I einer 50 mM Losung von EZ-Link Biotin- 
LC-Hydrazid (Pierce 21340) in Dimethylsulfoxid (Sigma D 8418) zugegeben und unter leichtem Schiitteln fur 2 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde nun bei 4°C gegen 10 mM PBS, pH 7,4, 
0.05 % NaN 3 dialysiert und darauf durch ein 0.2 urn Puradisc AS Filter (Whatman) filtriert. Mit einer Kwiksep- 
Entsalzungssaule wurde ein abschliessender Entsalzungsschritt wiederum gegen 10 mM PBS, pH 7.4, 0.05 % 
NaN 3 durch gefiihrt. 

Die so biotinylierten MAb wurden in demselben PBS-Puffer auf 35 |xg/ml eingestellt. Zu 1 ml einer 0.15 % (w/v) 
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Suspension von roten 3.1 u,m High density Partikeln (hergestellt wie in 2a-c t funktionalisiert und streptavidinisiert 
wie in 3a, 3b beschrieben) wurden nun 1 00 uJ der verdunnten MAb-Ldsung zugegeben. Dieses Reaktionsgemisch 
wurde fur 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die Partikel wurden dann 3 mal durch 
Zentrifugation mit demselben Puffer gewaschen (1000 rpm, 5 min). 

c) Testdurchfuhrung 

Die Testdurchfuhrung war wie in Beispiel 6 mit folgenden Unterschieden: 

i) Es wurde mit einer Suspension von synthetischen Partikeln gearbeitet, welche mit MAb MIH9701 sensitiviert 
wurde. 

ii) Die Gel-Matrix enthielt keine Anti-Humanglobuline 

d) Auswertung: wie in Beispiel 6. 

9. Test auf anti-dsDNA Antikorper (Nicht-kovalente Bindung von ds-DNA) 
[0054] 

a) Antigen: 

doppelstrangige (ds)-DNA, Type I stammte von Sigma (D-1501). 

b) Kopplung: 

Zu 500 jxl einer 0.15 % (w/v) Suspension roter 3.1 u,m High density Partikel (hergestellt wie in 2a-c und 3a, 3c) 
wurden 10u.l einer 20 jig/mldsDNA (Sigma D 1501) in 10mM PBS, pH 7.4, zugegeben. Nach einem Vortex-Schritt 
(Bender & Hobein, Vortex Genie 2) fur 5 sec auf Stufe 8 wurde unter leichtem Schiitteln fur 12 Stunden bei Raum- 
temperatur inkubiert. Die Suspension wurde 2 mal durch Zentrifugation mit 1 ml 10 mM PBS, pH 7.4, gewaschen 
und in 500 u,l 10 mM PBS, pH 7.4, resuspendiert. Die finale Konzentration der Partikel betrug wieder 0.15 % (w/ 
v), die sensitivierten Partikel wurden bei 4°C aufbewahrt. 

c) Testdurchfuhrung: Wie in Beispiel 6. 

d) Auswertung: Wie in Beispiel 6. 

10. HIV1/HIV2 Antikorper Differenzierungs-Test (Anwendung zweier verschiedenartig sensitivierter Spezies syntheti- 
scher Partikel mit unterschiedlichen Farben, aber sonst gleichen physikalischen Eigenschaften) 

[0055] 

a) Antigene: 

Synthetische Peptide -Sequenzen aus HIV-1 gp41 und HIV-2 gp36-von Alta Bioscience (Birmingham, UK). 

b) Kopplung wie in Beispiel 6 mit 72 ng gp-41 Peptid und 40 ng gp36 Peptid je 1 ml einer 0.15 % (w/v) Partikel- 
Suspension. Es wurden rote Partikel (hergestellt wie in 2a-c, funktionalisiert und streptavidinisiert wie in Beispiel 
3a, 3b beschrieben) mit dem HIV-2 spezifischen Peptid (Antigen-Sequenz aus gp36) und blaue Partikel. (herge- 
stellt wie in 2a-c, funktionalisiert und streptavidinisiert wie in Beispiel 3a t 3b beschrieben) mit dem HIV-1 spezifi- 
schen Peptid (Antigensequenz aus gp41) sensitiviert. 

c) Testdurchfuhrung 

Wie in Beispiel 6 mit folgenden Unterschieden: Es wurden jeweils 10 jxl der Suspension roter und der Suspension 
blauer Partikel in die Reaktionskammer eines Mikrorohrchens pipettiert. Darauf wurden 2.5 u,l Patientenserum 
zugegeben. 

d) Auswertung 

HIV-1/HIV-2 positive Resultate wurden als deutliche rot/blaue Bande auf dem Gel Oder 1 bis zwei mm in das Gel 
eingedrungen detektierbar. Esgab in diesem Fallekein Sediment von Partikeln. HIV-1 Antikorper positive Resultate 
zeigten eine blaue Bande auf dem Gel oder ins Gel eingedrungen, wahrend die roten Partikel ein Sediment auf 
dem Boden des Reaktionsgefasses ausbildeten. HIV-2 Antikorper positive Resultate zeigten ein umgekehrtes Bild. 
HIV-1/HIV-2 negative Resultate waren an dem deutlich rot-blauen Sediment auf dem Boden des Mikroreaktions- 
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Gefasses zu erkennen. 

11. Spezifische Detektion von Nicht-lgM-Antikdrpern 
5 [0056] 

a) Antigene: 

S. aureus Protein A stammte von Sigma (P 6650); Ziege anti-human IgM-Antikorper (u,-Ketten spezifisch)-Biotin 
Konjugat F (ab) 2 Fragment stammte von Sigma (B 2641). 

b) Biotinylierung und Kopplung: 

Die Biotinylierung von Protein A erfolgte wie in Beispiel 8 beschrieben. Die biotinylierten anti-lgM-Antikorper wur- 
den in 10 mM PBS, pH 7.4, in einem Ansatz auf 40 u,g/ml 3.1 \im High density Partikel (1 .5 %, wA/) eingestellt, in 
einem weiteren Ansatz auf 1 u,g/ml Partikel (0,15 % w/v), das biotinylierte Protein A auf eine Konzentration von 1 
is ug/ml Partikel (0.15 % w/v). Zu je 1 ml einer Suspension von roten 3.1 ujti High density Partikeln (hergestellt wie 

in 2a-c, funktionalisiert und streptavidinisiert wie in 3a, 3b beschrieben) wurden dabei 1 00 (il jeweils 1 0 fach kon- 
zentrierter Losungen mit biotinyliertem anti-lgM-Antikorper (400 u.g/ml bzw. 10 u.g/ml) bzw. Protein A (10 u.g/ml) 
zugegeben. 

Dieses Reaktionsgemisch wurde fur 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Partikel 
20 wurden darauf 3 mal durch Zentrifugation mit demselben Puffer gewaschen (1000 rpm, 5 min). 

c) Testdurchfuhrung 

1 ml der mit anti-IgM sensitivierten Partikel wurden fur 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und der Oberstand ver- 
worfen. Es wurden 20 u.l einer 1 zu 10 Verdunnung des Serums einer gesunden Person zugegeben. Nach 5 s 
25 Vortex auf Stufe 8 wurde das Reaktionsgemisch fur 30 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert, 

urn die IgM Antikorper des Serums zu adsorbieren. Nach einer erneuten Zentrifugation fur 5 min bei 1000 rpm 
wurde der Oberstand abgenommen. In einer anti-IgG haltigen Karte (wie in Beispiel 6 beschrieben) wurden nun 
folgendermassen pipettiert: 

30 Position 1 : 25 \i\ Protein A Partikel (1 u.g/ml) 

Position 2: 25 uJ Protein A Partikel (1 u.g/ml) 
Position 3: 25 u.l anti-IgM Partikel (1 u,g/ml) 
Position 4: 25 u.l anti-IgM Partikel (1 u,g/ml). 

35 Zu Position 1 und 3 wurden jeweils 5 uJ des 1 zu 10 verdunnten Serums vor Adsorption, in Position 2 und 4 je 5 

u.l des 1 zu 10 verdunnten Serums nach Adsorption gegeben. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
fur 10 min bei 85 g in einer speziell fur die Mikrorohrchen entwickelten Zentrifuge (ID-Centrifuge 12 S II, DiaMed, 
Cressier sur Morat) zentrifugiert. 

40 d) Auswertung: 

Beide Kontroll-Rdhrchen 1 und 3 zeigten deutlich positive Reaktionen wie in Beispiel 6 beschrieben. Von den 
Testansatzen 2 und 4 zeigte 2 eine positive Reaktion, die sich nicht von der in Rohrchen 1 unterschied, wan rend 
in Position 4 die Partikel ein Sediment auf dem Boden des Reaktions gefasses ausbildeten und damit eine negative 
Reaktion anzeigten. Das heisst, in diesem Test konnte spezifisch eine Nicht-lgM-Anti-korper-Reaktion nachge- 
45 wiesen werden. 

12. Modifizierte Zentrifugation fur synthetische Partikel 
[0057] 

50 

a) Antigene und Kopplung: 

Herkunft und Kopplung der synthetischen Peptide wie in Beispiel 6 

b) Testdurchfuhrung: 
55 Konventionell 

Wie in Beispiel 6 beschrieben, wurden 25 (il der sensitivierten synthetischen Partikel und danach 5 (il Serum/ 
Plasma in die Inkubationskammer vorgefertigter Mikrorohrchen pipettiert. Nach 10 min Inkubation bei Raumtem- 
peratur wurde fur 10 min bei 85 g in einer fur die Mikrorohrchen geeigneten Zentrifuge (ID-Centrifuge 12 S II, 
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DiaMed, Cressier sur Morat) zentrifugiert. 
Modifiziert 

Wie in Beispiel 6 beschrieben, wurden 25 \i\ der synthetischen Partikel und danach 5 jxl Serum/Plasma in die 
Inkubationskammer vorgefertigter Mikrorohrchen pipettiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
5 die Karten in eine modifizierte ID-Zentrifuge (DiaMed, Cressier sur Morat) gegeben, mit derfolgendes Spezial- 

Programm gefahren wurde: 

1) 5 s Zentrifugation, 30 g 

2) 5 min Pause, 0 g 

10 3) 1 0 min Zentrifugation, 85 g 

c) Auswertung: 

Die Auswertung erfolgte wie in Beispiel 6. In Tests, welche mit Anti-IgG haftigen Gel-Matrizes open e re n, ist eine 
allgemeine Verstarkung vor allem schwach positiver Ergebnisse zu beobachten. 

15 

PatentansprUche 

1. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probeflussigkeit durch Agglutination, wobei man die Probefliis- 
20 sigkeit mit einem Agglutinationsreagenz und einer inerten Matrix in Kontakt bringt, die Reaktionsmischung dem 

Einwirken von Gravitation aussetzt und die Reaktion zwischeh dem Analyten und dem Agglutinationsreagenz 
bestimmt, 

dadurch gekennzeichnet, 

dal3 man als Agglutinationsreagenz synthetische Partikel verwendet, die sich gegenuber der Matrix im wesentli- 
25 chen wie Erythrozyten verhalten und einen mittleren Durchmesser < 5 u. m und eine spezifische Dichte > 1 ,1 g/ 

cm 3 aufweisen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daB die synthetischen Partikel einen mittleren Durchmesser im Bereich von 1 - 5 u,m aufweisen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die synthetischen Partikel einen mittleren Durchmesser im Bereich von 2 - 4 urn aufweisen. 

35 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die synthetischen Partikel eine spezifische Dichte im Bereich von 1 ,1- 1,8 g/cm 3 aufweisen. 

40 5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die synthetischen Partikel eine spezifische Dichte im Bereich von 1 ,15 - 1 ,4 g/cm 3 aufweisen. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -5, 
45 dadurch gekennzeichnet, 

daB man synthetische Partikel aus organischen Polymeren oder Copolymeren verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB man synthetische Partikel aus Styrol oder Styrolderivaten verwendet. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 -7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man gefarbte Partikel verwendet. 



55 



9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch g k nnzeichnet, 

daB man rot gefarbte Partikel verwendet. 
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, 
dadurch gek nnz ichn t, 

daft auf der Oberflache der Partikel Ligandenmolekule immobilisiert sind, die mit dem zu bestimmenden Analyten 
bindefahig sind. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Ligandenmolekule uber adsorptive, kovalente oder hochaffine Wechselwirkungen immobilisiert sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB auf der Oberflache der Partikel Peptide, Proteine, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Saccharide, Lipide, 
Hormone oder Metaboliten uber kovalente oder hochaffine Wechselwirkungen immobilisiert sind. 

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daft auf der Oberflache der Partikel Zellmembranen, Fragmente von Zellmembranen oder Lysate von Zellen oder 
Pathogenen durch adsorptive Wechselwirkungen gebunden sind. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bestimmung des Analyten durch eine Immunreaktion erfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Analyt ein Antikorper ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein klassenspezifischer Nachweis von Antikorpern durchgefuhrt wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Analyt ein Antigen ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Bestimmung des Analyten durch eine Nucleinsaure-Hybridisierungsreaktion erfolgt. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine partikulare Matrix verwendet 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der mittlere Durchmesser der Matrixpartikel im Beretch von 10-200 u. m ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB mehrere Analyten gleichzeitig bestimmt werden, wobei fur jeden Analyten ein unterschiedlich gefarbtes Ag- 
glutinationsreagenz eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reaktionsmischung Detergenzien oder/und Mucine enthalt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-22, 
dadurch g kennzeichn t, 
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daB die Reaktionsmischung ein Reduktionsmittel enthaft. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1-23, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 da6 das Einwirken von Gravitation auf die Reaktionsmischung eine Zentrifugation umfasst. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daf3 die Zentrifugation in mehreren Intervallen durchgefuhrt wird. 

10 

26. Reagenzienkit zum Nachweis eines Anaiyten in einer Probeflussigkeit, umfassend 

(a) mindestens ein ReaktionsgefaB, das eine inerte Matrix enthalt und 

is (b) mindestens eine Art von synthetischen Partikeln mit einem mittleren Durchmesser s 5 ujti und einer spe- 

zifischen Dichte> 1,1 g/cm 3 , auf deren Oberflache Ligandenmolekule immobilisiert sind. 

27. Reagenzienkit nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 da3 mehrere ReaktionsgefaGe auf einer Karte oder Scheibe angeordnet sind. 



Claims 

25 1. Process for detecting an analyte in a sample fluid by agglutination, in which the sample fluid is brought into contact 
with an agglutination reagent and an inert matrix, the reaction mixture is exposed to the action of gravitation and 
the reaction between the analyte and the agglutination reagent is determined, characterised in that synthetic par- 
ticles are used as agglutination reagent, which behave substantially as erythrocytes relative to the matrix and have 
a mean diameter ^ 5 u.rn and a specific density > 1 .1 g/cm 3 . 

30 

2. Process according to claim 1 , characterised in that the synthetic particles have a mean diameter in the range of 
1 to 5 um. 

3. Process according to claim 2, characterised in that the synthetic particles have a mean diameter in the range of 
35 2 to 4 urn 

4. Process according to claim 1 , characterised in that the synthetic particles have a specific density in the range of 
1.1 to 1.8 g/cm 3 . 

to 5. Process according to claim 4, characterised in that the synthetic particles have a specific density in the range of 
1.15 to 1.4 g/cm 3 . 

6. Process according to one of claims 1 to 5, characterised in that synthetic particles composed of organic polymers 
or copolymers are used. 



45 



50 



55 



7. Process according to claim 6, characterised in that synthetic particles composed of styrene or styrene derivatives 
are used. 

8. Process according to one of claims 1 to 7, characterised in that coloured particles are used. 

9. Process according to claim 8, characterised in that red-coloured particles are used. 

10. Process according to one of claims 1 to 9, characterised in that ligand molecules capable of bonding to the analyte 
to be determined are immobilised on the surface of the particles. 

11 . Process according to claim 1 0, characterised in that the ligand molecules are immobilised via adsorptive, covalent 
or high-affinity interactions. 
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1 2. Process according to claim 1 0 or 1 1 , characterised in that peptides, proteins, nucleic acids, nucleic acid analogues, 
saccharides, lipids, hormones or metabolites are immobilised via covalent or high-affinity interactions on the sur- 
face of the particles. 

1 3. Process according to claim 1 0 or 1 1 , characterised in that cell membranes, fragments of cell membranes or lysed 
cell materials or pathogens are bound by adsorptive interactions on the surface of the particles. 

14. Process according to one of claims 1 to 1 3, characterised in that the analyte is determined by an immune reaction. 

15. Process according to claim 14, characterised in that the analyte is an antibody. 

16. Process according to claim 15, characterised in that class-specific detection of antibodies is carried out. 

17. Process according to claim 14, characterised in that the analyte is an antigen. 

18. Process according to one of claims 1 to 13, characterised in that the analyte is determined by a nucleic acid 
hybridisation reaction. 

19. Process according to one of claims 1 to 18, characterised in that a particulate matrix is used. 

20. Process according to claim 19, characterised in that the mean diameter of the matrix particles is in the range of 
10 to 200 u,m. 

. 21. Process according to one of claims 1 to 20, characterised in that a plurality of analytes are determined simultane- 
ously, a differently coloured agglutination reagent being used for each analyte. 

22. Process according to one of claims 1 to 21 , characterised in that the reaction mixture contains detergents or/and 
mucins. 

23. Process according to one of claims 1 to 22, characterised in that the reaction mixture contains a reducing agent. 

24. Process according to one of claims 1 to 23, characterised in that the effect of gravitation on the reaction mixture 
comprises centrifugation. 

25. Process according to claim 24, characterised in that centrifugation is carried out at a plurality of intervals. 

26. Reagents kit for detecting an analyte in a sample fluid, comprising 

(a) at least one reaction vessel containing an inert matrix and 

(b) at least one type of synthetic particles with a mean diameter £ 5 jim and a specific density > 1 .1 g/cm 3 
having ligand molecules immobilised on its surface. 

27. Reagents kit according to claim 26, characterised in that a plurality of reaction vessels are arranged on a card or 
disc. 



Revendlcatlons 

1. Proc6de de detection d'un analyte dans un echantillon liquide par agglutination, dans lequel on met l'6chantillon 
liquide en contact avec un r6actif d'agglutination et une matrice inerte, on soumet le melange reactionnel a Taction 
d'une gravitation et on determine la reaction entre I'analyte et le r6actif d'agglutination, caract6ris6 en ce que I'on 
utilise comme r6actif d'agglutination des particules synth6tiques qui se comportent vis-a-vis de la matrice essen- 
tiellement comme des erythrocytes et qui ont un diametre moyen inferieur ou egal a 5 pm et une densite specifique 
sup6rieure ou 6gale a 1 ,1 g/cm 3 . 

2. Proced6 selon la revendication 1 , caracterise en ce que les particules synthetiques ont un diametre moyen compris 
entre 1 et 5 um. 
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3. Proc6d6 selon la revendication 2, caracterise en ce que les particules synthetiques ont un diametre moyen compris 
entre 2 et 4 urn. 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les particules synthetiques ont une density specifique 
comprise entre 1,1 et 1 ,8 g/cm 3 . 

5. Proc6d6 selon la revendication 4, caracterise en ce que les particules synthetiques ont une density specifique 
comprise entre 1 ,15 et 1 ,4 g/cm 3 . 

6. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que Ton utilise des particules synthetiques de 
polymferes ou de copolym6res organiques. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que Ton utilise des particules synthetiques de styr&ne ou de 
d6riv6s de styrfene. 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que Ton utilise des particules color6es. 

9. Proc6d6 seton la revendication 8, caracterise en ce que Ton utilise des particules co lories en rouge. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que des molecules de ligand capables de se lier 
avec I'analyte a determiner sont immobilisees sur la surface des particules. 

1 1 . Procede selon la revendication 1 0, caracterise en ce que les molecules de ligand sont immobilis6es par I'interm6- 
diaire d'interactions d'adsorption, de covalence ou de haute affinity. 

12. Procede selon la revendication 1 0 ou 1 1 , caracterise en ce que des peptides, des prolines, des acides nucieiques, 
des analogues d'acides nucieiques, des saccharides, des lipides, des hormones ou des metabolites sont immo- 
bilises sur la surface des particules par I'intermediaire d'interactions de covalence ou de haute affinity. 

13. Procede selon la revendication 10 ou 11, caracterise en ce que des membranes ceiiulaires, des fragments de 
membranes ceiiulaires ou des lysats de cellules ou de pathogfcnes sont lies a la surface des particules par des 
interactions d'adsorption. 

14. Procede selon I'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce que la determination de I'analyte s'effectue par 
une reaction immunologique. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que I'analyte est un anticorps. 

16. Proc6d6 selon la revendication 15, caracterise en ce que I'on effectue une detection specifique de la classe d'an- 
ticorps. 

17. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que I'analyte est un antigfcne. 

18. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce que la determination de I'analyte s'effectue par 
une reaction d'hybridation d'acides nucieiques. 

19. Procede selon I'une des revendications 1 a 18, caracterise en ce que I'on utilise une matrice sous forme de par- 
ticules. 

20. Proc6d6 selon la revendication 19, caracterise en ce que le diametre moyen des particules de la matrice est 
compris entre 10 et 200 urn 

21. Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en ce que I'on determine plusieurs analytes en meme 
temps en utiltsant pour chaque analyte un reactif d'agglutination de couleur differente. 

22. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 21 , caracterise en ce que le melange r6actionnel contient des deter- 
gents et/ou des mucines. 
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23. Procede selon I'une des revendications 1 k 22, caracterise en ce que le melange reaction nel contient un agent 
reducteur. 

24. Precede selon I'une des revendications 1 k 23, caracterise en ce que Taction de la gravitation sur le melange 
5 reactionnel comprend une centrifugation. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que Ton effectue la centrifugation en plusieurs intervalles. 

26. Trousse de reactifs pour la detection d'un analyte dans un echantillon liquide, comprenant 

10 

(a) au moins un recipient de reaction contenant une matrice inerte et 

(b) au moins un type de particules synthetiques ayant un diametre moyen inferieur ou egal k 5 u,m et une 
densite specif ique superieure ou egale & 1 , 1 g/cm 3 , sur la surface desquelles sont immobilisees des molecules 
de ligand. 

15 

27. Trousse de reactifs selon la revendication 26, caracterisee en ce que plusieurs recipients de reaction sont disposes 
sur une carte ou un disque. 

20 
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Fig. 1:1-3 positive Reaktionen abnehmender Starke 
4 negative Reaktion 
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Fig. 2: Testdurchfuhrung, schematisch 
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Reaktion 1 

Bindung der 

spezifischen 

Antikorper aus dem 

Patien ten serum an 

die Test- 

/* ^zifischen 

av. .ligene auf den 

synthetischen 

Partikeln. 

Reaktion 2 
Verstarkung der igG 
Wirkung durch Anti- 
Humanglobulin: 
Agglutination. 



^eakti&n 1 




**** 



- Test-spezifischer 
IgG-Antikorper im 
Patientenserum 

= Test-spezifisches 
Antigen, kovalent 
an synthetischen 
Parti ke I gekoppelt 

3 Synthetischer 
Polymer-Partikel 



• Anti- 

Humanglobulin 
(Anti-IgG) 



Fig. 3: Reaktionen in der Reaktionskammer und im Pufferuberstand bzw. in der Gel-Matrix, wenn dtese Anti-lgG- 
Antikdrper enthalt. 
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Fig.4: Differentialdiagnose auf 2 verschiedene Analyten A1(rote Partikel) und A2 (blaue Partikel) in 
einem Reaktionsgefass; a) A1-pos./ A2-neg.; b) A2-pos./A1-neg; c) A1-pos./A2-pos.; d) A1-negVA2- 

neg. 
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Fig. 5: Definition der Sedimentationszonen in Tabelle 1 und 2. 
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